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論文内容要旨
 MRLIMp-1pr/lpr(MRL/lpr)マウスは免疫複合体の沈着を伴った糸球体腎炎を自然発症し,
 ヒトのSLEの実験動物モデルとして知られている。このマウスの糸球体腎炎(GN)には炎症細
 胞浸潤を伴ったメザンギウムの増生,ワイヤーループの形成あるいは半月体形成など,多彩な病
 理組織像が観察される。一方ヒトSLEにおいてもメザンギウム増殖型,ワイヤーループ型ある
 いは半月体形成など多彩なGN像が出現する。従って本マウスのGNの病理発生機構を解明する
 ことは,ヒトループス腎炎の発症機構,取り分け『ヒトループス腎炎において何故に多様なGN
 像が出現するのか?』と言う疑問を理解するうえで,多くの情報もたらすことが期待される。
 近年,我々の研究グループを含め複数の研究者によって,本マウスのGN発症にはクリオグロ
 ブリン活性を持つIgG3サブクラスの抗体の産生亢進が重要であることが示唆されている。この
 知見に基づいて,『MRL/1prマウスにはGN惹起性のIgG3抗体産生B細胞クローンが存在しな
 ければならない』との作業仮説をたて,本マウスよりGN惹起性を有するIgG3抗体産生ハイブ
 リドーマクローンの樹立を試みた。常法に従いMRL/1prマウスの脾細胞とBALB/cマウス由来
 NS-1ミエローマとの細胞融合を行い,ELISA法でスクリーニングしIgG3産生ハイプリドーマ
 21クローンを得た。このハイブリドーマ1×107個を(MRL/lpr×BALB/c)F1マウス(F1マ
 ウス)に腹腔内移植し,2～3週後に剖検し腎臓を病理組織学的に検索した。その結果,GN惹
 起性を有するハイブリドーマ5クローンを得ることが出来た。これら5クローンの培養上清より
 抗体を精製し検討した結果,全てクリオグロブリン活性を持つIgG3を産生することが確認でき
 た。興味深いことに,5クローンの中4クローン(2BIL3他)は細胞浸潤を伴った慢性増殖性
 GNを誘発し,iクローン(7B6.8)はワイヤーループ型のGNを誘発した。この事実は,GN
 の組織像がIgG3と言う特定分子の性格に規定されるという新しいコンセプトを提示し得る。
 そこで上述の2B11.3と7B6.8による誘発GNの組織像の違いが,本当に産生されるIgG3抗体
 の性格の違いによるものかを検討した。先ず両クローン腹腔内移植後のF1マウスの血清中IgG3
 濃度の経時変化を調べた。その結果,血清中IgG3濃度の経時変化に差はなく,誘発GN像の違
 いが各クローンにより産生されるIgG3の産生量の差によるものではないことが示された。次に
 両クローン誘発GNの組織像を電顕学的に及び抗lgG3,抗C3,抗Mac-2(抗活性化マクロファー
 ジ)抗体を用いて免疫組織学的に詳細に検討し,2B11.3によるGNはマクロファージや好中球
 の浸潤を伴ったび慢性増殖型GNであり,7B6.8のそれは炎症細胞浸潤を殆ど伴わず内皮下沈着
 を主体としたワイヤーループ型GNであることが確認された。更に,これらGNが本当にハイブ
 リドーマ由来のIgG3抗体により誘発されたものであるのかを検証するために,遺伝的免疫不全
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 により抗体産生能を欠くSCIDマウスに2B11.3,7B6.8の各クローンを移植し,GNが誘発され
 るか否かを調べた。その結果,これらクローンはSCIDマウスにおいても,F1マウスにおける
 ものと同様に,腎糸球体へのIgG3沈着を伴うび慢性増殖型及びワイヤーループ型GNを誘発し
 た。この事実より,誘発されたGNはハイブリドーマが産生するIgG3抗体そのものにより惹起
 されることが証明された。最後に2BIL3及び7B6.8をF1マウスに移植,経時的に剖検しGNの
 発症過程を病理組織学的ならびに抗Mac-2抗体を用いて免疫組織学的に検討した。2B11.3移植
 マウスの腎臓ではGN発症初期よりMac-2陽性細胞等の炎症細胞の出現が見られ,GNの進展
 に比例してその浸潤細胞の数が増加していた。一方7B6,8移植マウスの腎臓ではGN初期から糸
ド
 球体血管壁への局所的沈着像が出現し,以後炎症細胞の浸潤を殆ど伴わないままワイヤーループ
 型GNへと発展する過程が観察された。即ち,2B11.3及び76.8誘発GNではその病理発生過程
 が全く異なるものであることが明らかとなった。
 以上,MRL/lprマウスよりび慢性増殖型(2BlL3他)及びワイヤーループ型(7B6.8)のGN
 を誘発する工gG3産生ハイブリドーマを樹立することが出来た。両誘発GNの病理組織発生は全
 く異なるものである事が示された。この事実は,本マウスのGNの病理発生ならびにその多様性
 がIgG3抗体のクロノタイプによって規定されていることを示すと同時に,ヒトSLEの多彩な
 GN像の形成もまた抗体のクロノタイプに規定されている可能性を示唆するものと考えられる。
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 審査結果の要旨
 本提出論文はヒトのループス腎炎の病理発生機構に対し新しい仮説を呈示するに至る興味深い
 新知見を含んでおり,また,ユニークな着想と的確な解析技法を用いその仮説を導いており,博
 士論文として充分その資格を有するものと判断できる。
 本研究に含まれる学問的に意義のある発見としては次の2点が挙げられる。即ち,i)ループ
 ス腎炎モデルであるMRL/1prマウスより,糸球体腎炎惹起能を有するIgG3クリオグロブリン
 単クローン抗体を産生するハイブリドーマを複数樹立することに成功し,このマウスの糸球体腎
 炎発症にはIgG3クリオグロブリンの産生亢進がクリティカルであることを極めて直接的に証明
 している。さらに,2)この単クローン抗体を用いた免疫病理学的解析から,ループス腎炎に認
 められる多彩な糸球体腎炎像(腎炎の多様性)が,IgG3抗体のクロノタイプ,ひいては抗体の
 分子特性によって規定されていることを示したことである。特に後者の発見は学問的に極めて優
 れたものである。
 糸球体腎炎惹起能を有する単クローン抗体のスクリーニング法として申請者が用いた方法,即
 ちハイブリドーマを腹腔内移植し,抗体の腎炎惹起能をinvivoで評価した点はこの研究の方法
 論として独創的な点である。従来の研究では特定の自己抗原(例えばDNA)の存在を想定し,
 その抗原に対する単クローン抗体を作成し,その精製抗体の腎炎惹起能を評価する方法を採用し
 てきたが,あまり成果は挙がっていない。申請者はこの従来の方法論の限界を認識し,極めて直
 接的な方法を採用することによりその限界を克服した。invivoでのスクリーニングという方法
 は一見単純であるが,その発想は独創的であり,結果としてIgG3クリオグロブリンが腎炎惹起
 能を有することの直接証明に成功しており,この方法は免疫学会,病理学会でも高く評価され,
 多くの研究者がこの方法を採用するようになった。
 IgG3クリオグロブリン産生クローン(クロノタイプ)の違いによって誘導される糸球体腎炎
 像がび慢性増殖型,ワイヤーループ型と全く異なるとの発見も興味深い。申請者はこの発見の免
 疫病理学的意義を見逃さず研究を展開させ,適切な病理組織学的,免疫組織学的,分子生物学的
 解析を加え,誘発される糸球体腎炎像の違いがIgG3抗体の違いによるものであることを確認し
 た。その結果,このマウスに認められる糸球体腎炎像の多様性が抗体分子あるいは抗体のクロノ
 タイプにより規定されるとの極めて興味深い仮説を呈示した。ヒトSLEにおいて病気の進行過
 程で何故に多様な糸球体腎炎像が出現するのかは学問的に大きな謎の一つであるが,申請者の発
 見はこの現象の理解に新たな視点を提供するものであろう。
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